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Verfahren zur Gewinnung von Glycerin-dehydrogenase

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Gewin-
nung von Glycerin-dehydrogenase aus Mikroor-
ganismen und eine neue Glycerin-dehydrogena-
se, die gegeniiber bekannten Glycerin-dehydro-
genasen eine wesentlich niedrigere Ky, aufweist.

Glycerin-dehydrogenase hat Bedeutung vor al-
lem bei der Bestimmung von Glycerin. Letzteres
wird bei der Triglycerid-Spaltung freigesetzt. Die
Glycerinbestimmung mit Glycerin-dehydrogenase
nach der Gleichung

Glycerin + NAD &¥=P8Dihydroxyaceton + NADH,

wobei NADH nach einer der hierflir bekannten
Methoden gemessen wird, spielt daher eine we-
sentliche Rolle im Rahmen der Triglycerid-Be-
stimmung, bei welcher aus dem Triglycerid zuerst
durch Lipase und gegebenenfalls Esterase eine
aquivalente Menge Glycerin in Freiheit gesetzt
wird.

Dieses Verfahren wird dadurch belastet, dass
die Glycerin-dehydrogenase nach den bisher be-
kannten Veriahren zu ihrer Gewinnung in relativ
niedriger Ausbeute anfélit und durch die erforder-
liche lange Fermentationsdauer bei der Ziichtung
der Mikroorganismen die Aufwendungen zu hoch
liegen. So wurden mit den bekannten Verfahren
nur Aktivitaisausbeuten von etwa 40 U./1 Medium
bei ca. 24 Stunden Kultivierungsdauer erreicht.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu-
grunde, ein Verfahren zu schaffen, mit welchem
bei gleichem oder verringertem Aufwand wesent-
lich héhere Enzymmengen erhiltlich sind.

Geldst wird diese Aufgabe erfindungsgemaiss
durch ein Verfahren zur Gewinnung von Glycerin-
dehydrogenase aus Mikroorganismen durch aero-
be Ziichtung eines Glycerin-dehydrogenase bil-
denden Mikroorganismus in einem geeigneten
glycerinhaltigen Nahrmedium und Gewinnung des
Enzyms aus der Biomasse oder dem N&hr-
medium, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass man den Mikroorganismus zuerst unter ae-
roben Bedingungen, danach unter anaeroben Be-
dingungen, d.h. unter O,-Ausschluss, ziichtet.
Vorzugsweise ziichtet man Aerobacter aerogenes
DSM 1643 oder NCIB 418. )

Es hat sich gezeigt, dass mit den erfindungsge-
méss verwendeten Mikroorganismen ohne An-
derung sonstiger Bedingungen bereits minde-
stens 10fach bessere Aktivitdisausbeuten erzielt
werden kénnen. Dabei werden mit Aerobacter ae-
rogenes DSM 1643 verbesserte Ausbeuten auch
dann erhalten, wenn man bekannte Gewinnungs-
verfahren anwendet, bei welchen also nur anae-
rob oder nur aerob gezilichtet wird.

Vorzugsweise halt man die aeroben Bedingun-
gen, also die Zufuhr von Luft oder Sauerstoff bzw.
sauerstoffhaltigen Gasen, bis zum Ende der log-
Phase aufrecht. Unter log-Phase wird die ex-
ponentielle oder logarithmische Wachstumsphase
verstanden, die durch eine konstante maximale
Teilungsrate charakterisiert ist.
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Es ist bekannt, dass Glycerin-dehydrogenase
bildende Mikroorganismen zumeist dieses Enzym
dann am besten bilden, wenn sie unter anaeroben
Bedingungen, also unter Sauerstoffausschiuss,
geziichtet werden. In Anwesenheit von Sauerstoff
tritt in den meisten Fallen eine Verschiebung der
Stoffwechselleistungen auf und anstelle von Gly-
cerin-dehydrogenase wird Glycerin-3-phosphat-
dehydrogenase gebildet und fiir den Glycerinab-
bau nach vorheriger Phosphorylierung mit Glyce-
rinkinase verwendet. Jedoch wurden auch schon
Mikroorganismen beschrieben, welche Glycerin-
dehydrogenase bei Beliftung bilden (JA-OS
0040 737). Demgegeniiber wurde nunmehr gefun-
den, dass bei der oben beschriebenen Aufeinan-
derfolge aerober und anaerober Bedingungen
wesentlich hdhere Ausbeuten an Enzym erzielbar
sind als bei einer reinen aeroben oder reinen
anaeroben Kultivierung. Besonders ausgepragt
istdies bei den beiden oben aufgefiihrten Mikroor-
ganismen der Fall. )

Im Gbrigen erfolgt die Ziichtung der Mikroor-
ganismen und die Gewinnung des Enzyms aus
den geernteten Mikroorganismen nach den hier-
fur bekannten Methoden. So enthélt ein bekann-
tes, im Rahmen der Erfindung verwendbares Me-
dium Glycerin, Pepton, Fleischextrakt, Hefeextrakt
und NaCl sowie Puffersubstanz. Glycerin wird da-
bei als einzige Kohlenstoffquelle in relativ grosser
Menge von etwa 40 g/l eingesetzt und im Laufe der
Wachstumsdauer, die bei dem bekannten Verfah-
ren etwa 24 Stunden betragt, verbraucht. Im Rah-
men der vorliegenden Erfindung wurde jedoch
gefunden, dass noch bessere Ergebnisse erzielt
werden, wenn man bei der aeroben/anaeroben
Zichtungsmethode in der anaeroben Phase den
Glyceringehalt wieder steigert, d.h. mehr Glycerin
zusetzt, als durch den Mikroorganismus ver-
braucht wird. Vorzugsweise wird daher der Glyce-
ringehalt so eingestelit, dass er bis zum Ende der
logarithmischen Wachstumsphase auf etwa 0,3 bis
0,5% abgesunken ist, und wird dann wahrend der
anaeroben Phase wieder auf 0,8 bis 1,5% ge-
steigert, also etwa auf den Ausgangswert.

Ebenso erwies es sich als vorteilhaft, anstelle
von Hefeextrakt Biotin dem Medium zuzusetzen.
Die bevorzugte Biotinkonzentration betragt 10 bis
100 pg/l. ‘

Die Ziichtungstemperatur liegt im {iblichen Rah-
men, fir die angestrebten glnstigen Ergebnisse
sollte die Temperatur zwischen 25 und 40°C ge-
halten werden. ’

Der pH-Wert liegt zweckmassig zwischen 6 und
9, wobei zur pH-Werteinstellung iibliche Puffer-
substanzen verwendet werden. Besonders gute
Ergebnisse lieferte ein Phosphationen und Ammo-
niumionen enthaltender Puffer.

Das erfindungsgemésse Verfahren lauft we-
sentlich rascher ab als die bekannten Verfahren.
In der Regel werden bereits nach etwa 6- bis
7stindiger Fermentation optimale Enzymaktivi-
taiswerte erzielt. Das Ende der Ziichtung lasst
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sich leicht durch ein beginnendes Abfalien des
pH-Werts erkennen.

Bei Anwendung der bevorzugten Bedingungen
gelingt es, Enzymaktivitdtsausbeuten von 9000
U./I und dariber erfindungsgemaéss zu erzielen.
Dies entspricht einer mehr als 100fachen Steige-
rung gegeniber dem bekannten Verfahren.

Eine vorteilhafte Besonderheit des erfindungs-
gemassen Verfahrens liegt weiter darin, dass bei
Zichtung von Aerobacter aerogenes DSM 1643
eine Glycerin-dehydrogenase erhalten wird, die
sich von bekannten Glycerin-dehydrogenasen
durch eine wesentlich niedrigere Michaelis-Kon-
stante Ky, auszeichnet. Wahrend sie bei bekann-
ten Enzymen relativ gross ist und im Bereich von
1 bis 4x1072 liegt, weist das Enzym aus dem
vorgenannten erfindungsgeméass verwendeten
Stamm eine Ky, von 6,6 x 1074 auf, liegt also zwei
Zehnerpotenzen niedriger. Aufgrund dieser vor-
teilhaften Eigenschaften wird unter sonst gleichen
Bedingungen bei Verwendung dieses Enzyms
eine bestimmte Umsatzrate mit deutlich geringe-
ren Enzymmengen erzieit als bei bekannten Gly-
cerin-dehydrogenasen. Daher ist eine Glycerin-
dehydrogenase mit einer Ky von 6,6 X 107* M ein
weiterer Gegenstand der Erfindung.

Wie bereits erwahnt, kann das gewiinschte En-
zym aus der Biomasse der Mikroorganismen nach
{iblichen Methoden gewonnen werden. Beispiels-
weise kann die Kultursuspension direkt durch Ul-
traschall aufgeschlossen und nach Abtrennung
unldslicher Bestandteile das Enzym aus dem Roh-
extrakt mit Ublichen Falungsmitteln, wie z.B.
Ammonsulfat, isoliert werden. Bei Verwendung
von Ammonsulfat wird zweckmassig bei 35 bis
45% Sattigung fraktioniert. Eine weitere Anrei-
cherung kann beispielsweise durch einen Erhit-
zungsschritt erfolgen, zweckmassig 2 bis 10 Minu-
ten bei 50 bis 70°C. Hierbei wird ein Teil der
Verunreinigungen denaturiert und kann abfiltriert
oder abzentrifugiert werden. Man erhélt so ein
Enzym mit einer spezifischen Aktivitat von etwa 20
U./mg.

Die Ziichtung erfolgt wie iblich in der Schiittel-
kultur oder unter Riihren.

Die foigenden Beispiele ertdutern die Erfindung
weiter.

Beispiel 1

Aerobacter aerogenes DSM 1643 wird in einem
Medium, welches 0,8% Caseinpepton, 0,8%
Fleischpepton, 0,3% K,HPO,, 0,2% NH,(2.HPO,),
0.6% NaCl, 1 bis 2% Glycerin und 50 ug Biotin
enthait, bei 37 °C und einem pH-Wert von 7,0 unter
Bel(ftung und Riihren in einem 10-I-Fermenter
geziichtet. Pro Stunde werden 300 | Luft zugefihrt,
das Riihren erfolgt mit 300 Upm bis zum Ende der
logarithmischen Wachstumsphase.

Nach Ende der logarithmischen Wachstums-
phase wird die Luftzufuhr beendet und mit der
Zugabe von Glycerin begonnen. Die Glycerin-
Konzentration steigt dabei von 0,3 bis 0,5% auf
1,0% bis zum Ende der Fermentation (etwa 6
Stunden). Man erhélt so eine Biomasse von 7 bis
10 g/l und eine Aktivitat von 7000 bis
9000 U./L
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Die erhaltene Kultursuspension wird im Ultra-
schallgerat 3 Minuten aufgeschlossen. Unlésliche
Bestandteile werden abzentrifugiert, und im kla-
ren Uberstand erfoigt die Aktivitdtsbestimmung
wie foigt:

TestlGsungen:

1. Puffer-Ammonsulfatiosung

NaHCO, (MG = 84,01): 0,12 M = 9,69 g/i
(NH,).S0, (MG = 132,15): 0,04 M = 5,08 g/i
mit 1n NaOH auf pH 10,0.

NAD-Loésung (MG = 663,4)

¢ = 10-100: je nach verwendeter Rohexiraki-
probe.

3. 1,5 M Glycerin
12,9 ml 87% Giycerin auf 100 ml bidest. Wasser
4. Physiologische Kochsalzlésung (0,85% NaCl)
0,1 M PO,-Puffer, pH7.
Testansatz:
Massstrahl: 366 nm
Testvolumen: 3,05 ml
Schichtdicke: 1cm
Temperatur: 25°C
Puffer/(NH,),SO, (1) 2,65 ml
NAD (2) 0,10 ml
Probe 0,10 ml
Mischen, Verlauf abwarten
Start: Glycerin 3) 0,20 mi
Berechnung: AE - 3,05 - 1000 = U/l
34-0,1-1 ’

Zur weiteren Reinigung des Enzyms wird der
Rohextrakt mit Ammonsulfatiésung fraktioniert,
wobei die Fraktion 35 bis 45% Séattigung gewon-
nenund in 0,1 M Phosphat-Puffer, pH 7, enthaltend
0,85% NaCl, aufgeldst wird. Die Losung wird 4
Minuten bei 60°C erhitzt und zentrifugiert. Man
erhélt eine klare Glycerin-dehydrogenase-Ldsung
mit einer spezifischen Aktivitat von etwa 20 U./mg.

Die Bestimmung der Ky an diesem Préparat
ergab den Wert 6,6 x 1074 M.

Beispiel 2

Das Verfahren von Beispiel 1 wurde wiederholt
unter Verwendung von Aerobacter aerogenes
NCIB 418 (auch als Enterobacter aerogenes be-
zeichnet). Die Zichtungsdauer betrug 8 Stunden,
die Aktivitdt im Rohexirakt 3000 bis 4000 U./1.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Gewinnung von Glycerin-dehy-
drogenase aus Mikroorganismen durch aerobe
Ziuchtung eines Glycerin-dehydrogenase bilden-
den Mikroorganismus in einem geeigneten glyce-
rinhaltigen Ndhrmedium und Gewinnung des En-
zyms aus der Biomasse oder dem Nahrmedium,
dadurch gekennzeichnet, dass man den Mikroor-
ganismus zuerst unter aeroben Bedingungen und
danach unter anaeroben Bedingungen ziichiet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man Aerobacter aerogenes DSM
1643 oder NCIB 418 ziichtet.
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3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die aeroben Bedingungen bis
zum Ende der log-Phase aufrechterhéit.

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man in der anaeroben
Ziuchtungsphase dem Nahrmedium mehr Glycerin
zusetzt, als durch den Mikroorganismus ver-
braucht wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man in der anaeroben Phase den
Glyceringehalt des Ndahrmediums von 0,3 bis 0,5%
auf 0,8 bis 1,5% steigert.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man
dem Nahrmedium Biotin zusetzt.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man
bei einer Temperatur zwischen 25 und 40°C ztich-
tet.

8. Glycerin-dehydrogenase aus Mikroorganis-
men, gekennzeichnet durch eine K, von 6,6 X
1074 M.

9. Verfahren zur Gewinnung von Glycerin-dehy-
drogenase aus Mikroorganismen durch aerobe
Ziichtung eines Glycerin-dehydrogenase bilden-
den Mikroorganismus in einem geeigneten glyce-
rinhaltigen Nahrmedium und Gewinnung des En-
zyms aus der Biomasse oder dem N&hrmedium,
dadurch gekennzeichnet, dass man Aerobacter
aerogenes DSM 1643 ziichtet.

Claims

1. Process for obtaining glycerol dehydro-
genase from micro-organisms by aerobic cultur-
ing a glycerol dehydrogenase-forming micro-
organism in an appropriate glycerol-containing
nutrient medium and obtaining of the enzyme from
the biomass or the nutrient medium, charac-
terised in that one first cultures the micro-organ-
ism under aerobic conditions and thereafter under
anaerobic conditions.

2. Process according to claim 1, characterised
in that one cultures Aerobacter aerogenes DSM
1643 or NCIB 418.

3. Process according to claim 2, characterised
in that one maintains the aerobic conditions up to
the end of the log phase.

4. Process according to claim 2 or 3, charac-
terised in that, in the anaerobic culture phase, one
adds more glycerol to the nutrient medium than is
used up by the micro-organism.

5. Process according to claim 4, characterised

in that, in the anaerobic phase, one increases the
glycerol content of the nutrient medium from 0.3
to 0.5% up to 0.8 to 1.5%.

6. Process according to one of the preceding
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claims, characterised in that one adds biotin to the
nutrient medium.

7. Process according to one of the preceding
claims, characterised in that one cultures at a
temperature between 25 and 40°C.

8. Glycerol dehydrogenase from micro-organ-
isms, characterised by a Ky of 6.6 x107* M.

9. Process for obtaining glycerol dehydro-
genase from micro-organisms by the aerobic cul-
turing of a glycerol dehydrogenase-forming
micro-organism in an appropriate glycerol-
containing nutrient medium and obtaining the
enzyme from the biomass or the nuirient medium,
characterised in that one cultures Aerobacter aer-
ogenes DSM 1643.

Revendications

1. Procédé d’obtention de la glycérol-dés-
hydrogénase a partir de microorganismes par cul-
ture aérobie d’un microorganisme formant de la
glycérol-déshydrogénase dans un milieu nutritif
contenant du glycérol approprié et obtention de
I'enzyme a partir de la biomasse ou du milieu
nutritif, caractérisé en ce qu’'on cultive d’abord le
microorganisme dans des conditions aérobies
puis dans des conditions anaérobies.

2. Procédé suivant la revendication 1, caracté-
risé en ce qu'on cultive Aerobacter aerogenes
DSM 1643 ou NCIB 418.

3. Procédé suivant la revendication 2, caracté-
risé en ce qu'on maintient Ies conditions aérobies
jusqu’a Ia fin de la phase log.

4. Procédé suivant la revendication 2 ou 3, ca-
ractérisé en ce qu’'on ajoute au milieu nutritif dans
la phase de croissance anaérobie davantage de
glycérol que n'en consomme le microorganisme.

5. Procédé suivant la revendication 4, caracté-
risé en ce que dans la phase anaérobie, on éléve
la teneur en glycérol du milieu nutritif de 0,3 &
0,5% jusqu’a 0,8 & 1,5%.

6. Procédé suivant I’'une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce qu'on ajoute de la
biotine au milieu nutritif.

7. Procédé suivant ’'une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce qu’on cultive a une
température entre 25 et 40°C.

8. Glycérol-déshydrogénase provenant de mi-
croorganismes, caractérisée par une K;, de 6,6 X
1074 M.

9. Procédé d’obtention de glycérol-déshydro-
génase a partir de microorganismes par culiure
aérobie d’un microorganisme formant de [a glycé-
rol-déshydrogénase dans un milieu nutritif glycé-
riné approprié et obtention de 'enzyme a partir de
la biomasse ou du milieu nufritif, caractérisé en ce
qu’on cultive Aerobacter aerogenes DSM 1643.



	Bibliographie
	Beschreibung
	Ansprüche

